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GRAINS D'AMIDON CONTENANT UN POLYPEPTIDE RECOMBINANT 
D'INTERfeT, LEUR PROCEDE D ' OBTENTION, ET LEURS UTILISATIONS 



La presente invention a pour objet des grains d'amidon contenant un polypeptide 
recombinant d'interet, leur precede d'obtention, ainsi que leurs utilisations, notamment 
dans des compositions pharmaceutiques. 

L'amidon repr6sente Tune des sources les plus importantes de polysaccharides 
presents sur terre, et peut notamment 6tre trouv6 dans les plantes (mais, pomme de 
terre, bl6, riz, orge...), les algues, les microalgues etc. L'amidon se prfisente sous 
forme de grains insolubles dans l'eau, dont la taille peut varier de 0,1 k plusieurs 
dizaines de jxm de diamfctre selon l'origine (plantes, algues ou microalgues) ou encore 
le genotype du v6g6tal consid6r6. Ainsi, les tailles de ces grains varient de 0,1 ^m de 
diametre k plus de 50 jam de diamfctre. De mfeme, les degr6s de cristallinite de ces 
grains oscillent entre 0% (pour les grains riches en amy lose) k plus de 30%. II existe 
trois a quatre types cristallins (A, B, C, V). Le grain croit par apposition de couches 
successivement amorphes et semi-cristallines k partir du centre du grain d'amidon. 

L'amidon renferme plusieurs fractions polysaccharidiques distinctes, composees 
de glucanes lies en a-1,4 et ramifies en a-1,6. Plus particuliferement, l'amidon est 
constitue de deux polymferes de glucose : Tamylose d'une part, fraction minoritaire du 
grain (environ 20 a 30 % en poids), de faible poids moleculaire, mod6rement ramifie 
(< 1 % de liaisons a-1,6) et l'amylopectine d'autre part, fraction majoritaire du grain 
(70 k 80 % en poids), de haut poids moleculaire et fortement ramifiee (5 % de liaisons 
a-1,6). L'amylose n'est pas necessaire a l'edification de la cristallinite du grain 
d'amidon; on sait aujourd'hui que c'est l'amylopectine qui est responsable de la 
cristallinite du grain d'amidon. 

Au plan biologique, l'amidon sensu stricto n'est retrouve que dans le regne 
vegetal, et, plus specifiquement, dans les chloroplastes ou dans les plastes non 
photosynthetiques de la cellule vegetale eucaryote. Deux types d'amidon peuvent etre 
synthetis6s par les v6g6taux : l'amidon transitoire ou photosynthfitique (dont la 
synthese se d6roule au niveau des chloroplastes), et, l'amidon de reserve (dont la 
synthese se ddroule au niveau des amyloplastes). 



La synth&se de l'amidon chez les plantes fait iatervenir toute une panoplie 
d'enzymes impliqu6es dans la biosynthdse du pr6curseur ADP-glucose, l'echafaudage 
des molecules d'amylose et d'amylopectine et enfin, la degradation du grain 
d'amidon. 

La premiere 6tape de la biosynthfese de l'amidon est la production du pr6curseur 
ADP-glucose qui fait intervenir deux enzymes : la phosphoglucomutase (PGM) et 
T ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase). 

La deuxifeme 6tape de la biosynthfese du grain d'amidon fait figalement intervenir 
deux types d'enzymes, principalement impliqu6es dans la synthase de Famylose et de 
l'amylopectine : les amidon-synth6tases (ou adenosine diphosphate glucose a-1,4- 
glucane a-4-glucosyltransferases) et les enzymes de branchement (ou a-l,4-glucane- 
6-glucosyltransf6rases). Les amidon-synth6tases catalysent le transfert du r6sidu de 
glucose de 1 'ADP-glucose sur des chaines de glucanes en Elongation en cr6ant une 
liaison O-glycosidique de type a-1,4. Puis, les enzymes de branchement hydrolysent 
une liaison a-1,4 d'un glucane en Elongation, et soudent ensuite le fragment ainsi 
Iib6r6 sur le reste du glucane par Finterm6diaire d'une liaison a- 1,6. 

En ce qui concerne la degradation de l'amidon, il existe deux families majeures 
d'enzymes de d6gradation : les enzymes hydrolytiques (hydrolases) d'une part, telles 
que les a-amylases (endomylases), les p-amylases (exomylases), les y-amylases 
(amyloglucosidases), les D-enzymes (glucosyltransferases), les R-enzymes (enzymes de 
debranchement), les a-glucosidases (maltases), et, d'autre part, les enzymes 
phosphorolytiques (ou amidon-phosphorylases). 

Plusieurs isoformes d'amidon-synth6tases coexistent chez les plantes 
sup6rieures. La distinction majeure entre ces isoformes tient en leur caractfcre soluble 
(a savoir qu'elles sont en solution dans le stroma plastidial des plantes) ou li€ au grain 
d'amidon. 

Les amidon-synth6tases li6es au grain d'amidon (ou GBSS pour Granule Bound 
Starch Synthases) sont retrouv6es en Etroite association avec l'amidon, Plusieurs 
isoformes de GBSS ont 6t6 Isoldes chez le mais, le pois, la pomme de terre ou encore 
le bl6 (MacDonald and Preiss, 1985 ; Smith, 1990 ; Dry et al, 1992 ; Denyer et aL, 
1995). Dans tous les cas, c'est la GBSSI qui reprEsente risoforme majeure ; le r61e 
tenu par cette isoforme dans la biogenese du grain d'amidon est la formation 



d'amylose (Tsai, 1974 ; Hovenkamp-Hermelink et aL, 1987 ; Delrue et aL,1992 ; 
Denyer et aL, 1995). Une mutation aux loci WX des c6r6ales, AMF de la pomme de 
terre, LAM du pois, associe la disparition de la GBSSI h un effondrement total de la 
fraction amylosique de l'amidon. Un ADNc correspondant a la « proline Waxy » (par 
abus de langage, on utilise le terme « prot6ine Waxy »pour designer la GBSSI chez les 
plantes, la distinguant ainsi des autres GBSS) a 6t€ isol6 chez le bl6, Forge, le mais, le 
riz, la pomme de terre et le pois. Les comparaisons des sequences prot6iques relatives 
montrent une homologie tres grande entre les diverses especes (Ainsworth et aL, 
1993). 

La GBSSI n'est pas la seule amidon-synthetase li6e au grain d'amidon. D'autres 
isoformes sont retrouv6es liees au grain d'amidon chez le pois, la pomme de terre, le 
mais ou encore le ble (Smith, 1990; Dry et al 9 1992 ; Mu et aL, 1994 ; Denyer et 
aL, 1995). Cependant, les r61es tenus par chacune de ces isoformes ne sont pas clairs 
jusqu'k pr6sent. De plus, la plupart d'entre elles sont aussi retrouv6es dans la phase 
soluble. 

Les amidon-synth&ases solubles (ou SS pour Soluble Starch Synthases) ne sont 
pas liees au grain d'amidon, mais sont retrouvdes sous forme soluble dans le stroma 
plastidial des plantes. De meme que pour les formes H6es, de multiples formes 
d'amidon-synth6tases solubles sont pr6sentes chez les v6g6taux sup6rieurs. Ainsi, on a 
par exemple pu d&ecter trois isoformes d'ainidon-synthdtases solubles (SSI, SSII et 
SSIII) dans le tubercule de pomme de terre. 

Des ADNc correspondants aux difKrentes formes d'amidon-synth6tases solubles 
ont 6t6 clones chez les v6g6taux sup6rieurs (Baba et aL, 1993 ; Dry et al, 1992; 
Edwards et aL, 1995 ; Abel et aL, 1996; Marshall et aL, 1996 ; Gao et aL, 1998). 
La comparaison des sequences qui en ddcoule, montre clairement la presence de trois 
regions hautement conserves a travers les isoformes, que ce soit au sein d'une meme 
espece ou entre les espfcces de plantes sup6rieures. 

Des travaux de recherche recents menes par les Inventeurs ont permis d'6tablir que 
la l'amidon-synth6tase soluble II (SSH) de Chlamydomonas reinhardtii est 
principalement impliqu6e dans la formation des cristaux de la moi6cule 
d'amylopectine. 



En revanche, la GBSSI n'intervient pas dans l'6dification des cristaux de 
l'amylopectine. L'activit6 GBSSI n'a jamais 6t€ d6tect6e en phase soluble. La GBSSI 
est intimement associte au grain d'amidon. Cependant, contrairement a l'amylase, 
aucun motif de liaison k l'amidon n'a 6t€ mis en 6vidence dans les sequences de 
GBSSI d6crites jusqu'a present. Ainsi on ne connait pas le mecanisme rfigissant la 
liaison de la GBSSI au granule d'amidon. 

Les amidon-synth6tases suscitent un int6ret particulier dans la mesure ou ces 
enzymes pourraient permettre de v6hiculer un peptide recombinant d'int6ret vers les 
plastes ou a lieu la biosynth&se des grains d'amidon. Ainsi la transformation de plantes 
avec des s6quences codant pour des peptides de fusion entre une amidon-synthfetase et 
un peptide d*int6r6t, permettrait d'obtenir des grains d'amidon en grande quantity k 
partir desquels ledit peptide d'int6r6t pourrait etre r6cup&6. 

Cest dans cet objectif que les auteurs de la demande international 
WO 98/14601 (Exseed Genetics), ont d6crit des s6quences nucltotidiques codant des 
prolines de fusion dans lesquelles le polypeptide d'int6ret est li6 k rextr£mit6 
aminoterminale d'une amidon-syntMtase choisie dans le groupe constitu£ par les 
amidon-synth6tases solubles J, II et m (SSI, SSIf, SSffl), les amidons?synthfitases li6es 
au grain (GBSS), les enzymes de branchement I, Ha et ECBb et les glucoamylases. 
Toutefois aucun proc6d6 de transformation de plantes k 1'aide des sequences d6crites 
dans cette demande, et done d'obtention de grains d'amidon transform^ par lesdites 
sequences, n'est illustre de fagon d6taill6e. 

La pr6sente invention d6coule de la mise en Evidence par les inventeurs du fait 
que seule la transformation de plantes avec des sequences nucl6otidiques codant des 
polypeptides de fusion dans lesquels le polypeptide d'int6r& est lie a I'extr6mit6 
carboxyterminale de l\amidon-synth£tase, permet d'obtenir des grains d'amidon 
contenant ledit peptide d'int6rSt. 

Un des buts de la prfisente invention est de fournir de nouvelles sequences 
nucldotidiques codant des prolines de fusion capables de v6hiculer un peptide 
d'int6rSt vers le site de biosynthfcse des grains d'amidon dans les cellules v6g6tales (y 
compris les cellules d'algues ou de micro-algues). 



Un autre but de la presente invention est de fournir des plantes transform6es k 
l'aide des sequences nucleotidiques susmentionnees, lesdites plantes produisant de 
1'amidon contenant un polypeptide d'interet. 

Un autre but de la presente invention est de fournir des grains d'amidon 
contenant un polypeptide d'interet. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un proc6d6 de preparation de 
ces grains d'amidon. 

Un autre but de la presente invention est de fournir un proc6d6 de preparation 
d'un polypeptide recombinant d'interet k partir de ces grains d'amidon. 

Un autre but de la presente invention est de fournir, des compositions 
notamment alimentaires ou pharmaceutiques, contenant les grains d'amidon 
susmentionnds. 

Un autre but de la pr6sente invention est de fournir un proc6d6 de 
biotransformation des grains d'amidon lorsque ledit peptide d'interet utilise est capable 
de transformer l'amidon. 

La pr6sente invention a pour objet toute sequence nucieotidique recombinante 
caract6ris6e en ce qu'elle comprend, dans le sens 5'— >3\ une sequence nucieotidique 
codant pour une adenosine diphosphate glucose a-l,4-glucane a-4-glucosyltransf6rase 
ou amidon-synth6tase (EC 2.4.1.21), ou pour une protfiine d6riv6e de cette enzyme, 
notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, 
ladite amidon-synth6tase ou proteine d6riv6e ayant la propri6t6 de migrer vers les sites 
de biosynthese des grains d'amidon dans les cellules v6g6tales et de s'associer aux 
grains d'amidon, ladite sequence nucieotidique codant pour 1' enzyme ou proline 
susmentionn6e 6tant plac6e en amont d'une sequence nucieotidique codant pour un 
peptide ou polypeptide d'interet. 

Par amidon-synth6tase, on entend dans ce qui precede et ce qui suit, toute 
proteine ayant la propri6t6 de migrer vers les sites de biosynthfcse des grains d'amidon 
dans les cellules vegetales et de s'associer aux grains d'amidon, que cette amidon- 
synth6tase ait conserve ou non son activity enzymatique au sein du polypeptide de 
fusion, cod6 par une sequence nucieotidique recombinante susmentionn6e, entre ladite 
amidon-synthetase et ledit polypeptide d'interet. 



De preference, la sequence nucl6otidique codant pour une amidon-synth6tase, ou 
pour une proline d6riv6e telle que d6finie ci-dessus, est choisie parmi celles codant 
pour une amidon-synth6tase li6e au grain d'amidon GBSS pr&ente notamment chez 
les plantes, algues ou micro-algues, et plus avantageusement encore pour une isoforme 
GBSSI, ou pour une proline d6riv6e de cette GBSS, ou GBSSI, telle que.ddfinie ci- 
dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucl6otidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caract6ris6e en ce que la sequence 
nucleotidique codant pour une amidon-syntMtase, et plus particuliferement pour une 
GBSS, notamment pour une GBSSI, est telle qu'obtenue par criblage d'une banque 
d'ADNc pr6par6e a partir de cellules susceptibles de contenir cette enzyme, 
notamment de cellules de plantes, algues ou micro-algues, k l'aide d ! un antiserum 
contenant des anticorps reconnaissant sp6cifiquement ladite amidon-synthetase cod6e 
par un ou plusieurs ADNc de la banque, lorsque ladite amidon-synth6tase est 
exprimSe par un vecteur de clonage approprie, ledit antiserum 6tant obtenu par 
immunisation d'im animal, tel que le lapin, avec de Tamidon extrait des cellules 
susmentionntes . 

L' invention concerne plus particuliferernent toute sequence nuclfiotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caract6ris6e en ce que la sfiquence 
nucleotidique codant pour une amidon-synth6ta$e, ou pour une prot6ine d6riv6e, est 
choisie parmi : 

- la sequence nucleotidique de l'ADNc d' environ 2900 k 3100 paires de bases, et 
dont les 1696 paires de bases de rextr6mit6 3' sont repr6sent6s sur la figure 1, ladite 
sequence nucl6otidique : 

. codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d 1 environ 640 k 680 
acides amines , notamment d 1 environ 660 acides amines , dont 1 1 extr6mit6 
aminoterminale correspond k Tenchainement d' acides amin6s suivant : 
ALDIVM V A AEV APGGKTGGLGD V , et dont Textr6mit6 carboxyterminale 
correspond k l'enchainement d' acides amin6s represents sur la figure 1, 

. et 6tant obtenue par criblage d'une banque d'AONc pr6par6e k partir de 
cellules de Chlamydomonas reinhardtii, a l'aide d'un antis6rum obtenu par 



immunisation de lap ins avec de l'amidon extrait des cellules susmentionnees de 
Chlamydomonas reinhardtii, 

- ou un fragment nucleotidique de l'ADNc susmentionne, codant pour un 
fragment peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ledit fragment 
peptidique comprenant 1' integrality de la partie aminoterminale de ladite GBSSI, et 
etant d61imite k son extr6mit6 carboxytenninale par Tacide amine situ6 en Tune des 
positions 25 k 238, ou en Tune des positions 118 k 238, de la sequence en acides 
amines representee sur la figure 1, 

- ou une sequence nucleotidique d6riv6e par d6gen6rescence du code g6n6tique 
de la sequence nucleotidique de l'ADNc susmentionne, ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionne de cette derniere, et codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii susmentionn£e, ou pour un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, 

- ou une sequence nucleotidique deriv6e d'une sequence ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionn6s, notamment par substitution, suppression ou addition 
d'un ou plusieurs nucleotides, et codant une sequence peptidique d6riv6e de la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii susmentionn6e, ou d6riv6e d'un fragment peptidique 
susmentionne de cette dernidre, et ayant la propriete de s'associer aux grains 
d'amidon, ladite sequence nucleotidique derivee ayant de preference une homologie 
d'au moins environ 50 %, et de preference d'au moins environ 70 %, avec la 
sequence ou fragment nucleotidique susmentionn6s, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucieotidiques susmentionnes, notamment dans les conditions stringentes 
d' hybridation definies ci-apres, 

la propriete que possfcde une amidon-synth6tase, ou un fragment ou une prot6ine 
d6riv6e de cette derniere tels que definis ci-dessus, de pouvoir s'associer aux grains 
d'amidon, pouvant etre mesur6e selon la methode suivante : extraction des proteines 
des grains d'amidon, par exemple selon le procede detailie ci-aprds, et detection de la 
presence de ladite amidon-synthetase, ou d'un fragment ou d'une proteine d6riv6e de 
cette derniere tels que definis ci-dessus, notamment par eiectrophorfese en gel de 
poly aery lamide selon la methode d6taillee ci-aprfes. 
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L' invention a plus particulterement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que definie ci-dessus, caract6ris6e en ce que la sequence 
nucleotidique codant pour un peptide ou polypeptide d'interfit est choisie parmi celles 
codant des peptides biologiquement actifs, notanunent des peptides d'int6ret 
therapeutique ou utilisables dans le domaine agroalimentaire. 

L' invention conceme egalement toute sequence nucleotidique recombinante telle 
que definie ci-dessus, caracteris6e en ce que la sequence nucleotidique codant pour un 
peptide ou polypeptide d'interSt est choisie parmi celles codant des enzymes 
susceptibles de transformer 1'amidon, telles que les enzymes interagissant avec les ct- 
glucanes dont les hydrolases diverses, les phosphorylases, les a-1,4 
glucanotransferases, les enzymes de branchement, les amylases, et notanunent les 
hydrolases thermostables issues de bact6ries extr6mophiles telles que les 
archaebacteries actives & des temperatures supdrieures a 40 °C. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique recombinante 
telle que definie ci-dessus, caract6ris6e en ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique codant pour un site de clivage, ladite sequence nucleotidique etant 
plac6e entre la sequence nuc!6otidique codant pour une amidon-synthetase, ou une 
proteine d6riv6e de cette dernifere, et la sequence nucldotidique codant le polypeptide 
dMntdrdt. 

A titre d' illustration, la sequence nucl6otidique codant pour un site de clivage est 
choisie parmi les sequences codant pour une sequence peptidique de type aspartyl- 
proline tres labile en pH acide, ou codant pour une petite sequence peptidique 
reconnue specifiquement par une protease, telles que la trypsine, la chymotrypsine, la 
pepsine, la collag6nase, la thrombine, ralasubtilisine, ou reconnue par des composes 
chimiques tel que le bromine de cyanog&ne. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique recombinante 
telle que definie ci-dessus, caract6ris6e en ce qu'elle comprend un promoteur situe en 
amont de la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synth6tase, ou une 
proteine deriv6e de cette dernidre, ainsi qu'une sequence codant pour des signaux de 
terminaison de la transcription situ6e en aval de la sequence nucleotidique codant le 
polypeptide d'interet. 



9 



Parmi Ies promoteurs de transcription susceptibles de pouvoir etre utilises dans 
le cadre de la pr6sente invention, on peut citer : 

- pour les promoteurs procaryotes, les promoteurs Lac ou T7, 

- pour les promoteurs eucaryotes de type v6g6taux sup6rieurs, le promoteur 35S 
CaMV, ou tout type de promoteur d'origine v6g6tale, 

- dans le cas de la transformation de microalgues, le promoteur utilise peut 6tre 
celui du gfene ARG7 codant rarginosuccinate lyase ou encore le promoteur du gfene 
M77 codant la nitrate reductase. 

L'invention a egalement pour objet tout vecteur recombinant, notamment du type 
plasmide, cosmide ou phage, caract6ris6 en ce qu'il contient une sequence 
nucl6otidique recombinante selon l'invention telle que definie ci-dessus, inseree en un 
site non essentiel pour sa replication. 

L'invention concerne 6galement tout h6te cellulaire, transforms par un vecteur 
recombinant tel que defini ci-dessus, notamment toute bact6rie telle que 
Agrobacterium tumefaciens, et comprenant au moins une sequence nucl£otidique 
recombinante selon V invention. 

L'invention concerne 6galement tout polypeptide de fusion caract6ris6 en ce 
qu'il comprend : 

- en position N-terminale une amidon-synth6tase, ou une proline d6riv6e de 
cette enzyme, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs 
acides amin6s, ladite amidon-synth6tase ou protdine d6riv6e ay ant la propri6t6 de 
migrer vers les sites de biosynthese des grains d'amidon dans les cellules v6getales et 
de s'associer aux grains d'amidon, 

- et, en position C-terminale, un peptide ou polypeptide d'int6ret, 

la partie C-terminale de la s6quence en acides amines de Tamidon-synthStase, ou de la 
prot6ine d6riv€e, 6tant ainsi li6e a la partie N-terminale de la sequence peptidique 
d'int6ret, ledit polypeptide de fusion 6tant codfi par une sequence nucleotidique 
recombinante telle que d6finie ci-dessus selon T invention. 

L'invention a plus particuliferement pour objet tout polypeptide de fusion tel que 
d6fini ci-dessus, caracteris6 en ce qu'il comprend en position N-terminale une GBSS 
pr6sente notamment chez les plantes, algues ou micro-algues, et plus particulidrement 
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une isoforme GBSSI, ou une proline d6riv6e de cette derniere telle que dgfinie ci- 
dessus. 

L' invention conceme plus particuliSrement tout polypeptide de fusion tel que 
d6fini ci-dessus, caract6ris6 en ce que l'amidon-synthetase est choisie parmi : 

- la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d' environ 640 a 680 acides amines, 
dont l'extremite aminoterminale correspond k l'enchainement d'acides aminds suivant: 
ALDIVMV A AEV APGGKTGGLGD V , et I'extr6mit6 carboxyterminale correspond a 
l'enchainement d' acides amines repr6sent6 sur la figure 1, ladite GBSSIdtant cod6e 
par la sequence nucldotidique obtenue par criblage d'une banque d'ADNc pr6par6e k 
partir de cellules de Chlamydomonas reinhardtii, k l'aide d'un antiserum obtenu par 
immunisation de lapins avec de 1'amidon extrait des cellules susmentionndes de 
Chlamydomonas reinhardtii, 

- ou un fragment peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ledit 
fragment peptidique comprenant V integrality de la partie aminoterminale de ladite 
GBSSI, et etant ddlimitd k son extr6mit6 carboxyterminale par 1'acide amine situ6 en 
Tune des positions 25 k 238, ou en Tune des positions 118 k 238, de la sequence en 
acides amines repr6sent6e sur la figure 1, 

- ou une sequence peptidique ddrivte d'une sequence ou d'un fragment 
peptidique susmentionn6s, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amines, et ayant la propri6t6 de s'associer aux grains d'amidon, 
ladite s6quence peptidique d6riv6e ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 60%, avantageusement d'au moins environ 80%, avec la s6quence ou 
fragment peptidique susmentionnds, 

la propri6t6 que possfcde la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ou un 
fragment ou une prot6ine derivde de cette dernidre tels que ddfinis ci-dessus, de 
pouvoir s'associer aux grains d'amidon, pouvant etre mesur6e selon la m6thode 
ddcrite ci-dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet tout polypeptide de fusion tel que 
ddfini ci-dessus, caract6ris6 en ce que le polypeptide d'intdret est choisi parmi les 
peptides biologiquement actifs, notamment les peptides d'int6r6t th6rapeutique ou 
utilisables dans le domaine agroalimentaire. 
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L 1 invention concerne egalement tout polypeptide de fusion tel que d6fini ci- 
dessus, caracteris6 en ce que le polypeptide d'interet est choisi parmi les enzymes 
susceptibles de transformer l'amidon, telles que les enzymes interagissant avec les ct- 
glucanes dont les hydrolases di verses, les phosphorylases, les a- 1,4 
glucanotransffcrases, les enzymes de branchement, les amylases, et notamment les 
hydrolases thermostables issues de bacteries extr6mophiles telles que les 
archaebacteries actives & des temperatures supferieures & 40 °C. 

L' invention a 6galement pour objet tout polypeptide de fusion tel que dfifini ci- 
dessus, caract6ris6 en ce qu'il comprend un site de clivage, tel que d6crit ci-dessus, 
place entre d'une part l'amidon-synthetase, ou une proline deriv6e de cette derniere, 
et, d' autre part, le polypeptide d'int6ret. 

L'invention concerne egalement les cellules v6g6tales transformees 
g6n6tiquement, contenant une ou plusieurs sequences nucleotidiques recombinantes 
telles que dficrites ci-dessus, iht6gr6es dans leur genome ou maintenues de mani&re 
stable dans leur cytoplasme, lesdites cellules vegetales etant choisies parmi les cellules 
de plantes, d'algues ou de micro-algues, capables de fabriquer de l'amidon. 

L'invention vise egalement les cellules vegetales transgeniques telles que decrites 
ci-dessus contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion definis ci-dessus au sein des 
grains d'amidon contenus dans lesdites cellules vegetales. 

L'invention a plus particulierement pour objet les cellules v6g6tales 
transgeniques susmentionnSes, transferases avec une sequence nucieotidique 
recombinante contenant la sequence nucieotidique de l'ADNc d'environ 2900 a 3100 
paires de bases, et dont les 1696 paires de bases de T extremity 3' sont representees 
sur la figure 1, ladite sequence nucieotidique codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii decrite ci-dessus, ou contenant un fragment ou une 
sequence d6riv6e tels que d6crits ci-dessus de l f ADNc susmentionn6. 

L'invention a egalement pour objet les plantes, algues ou micro-algues 
transformees g6netiquement, ou parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, 
racines, semences, ou fragments de ces plantes, algues ou micro-algues, comprenant 
au moins une sequence nucieotidique recombinante telle que definie ci-dessus integree 
dans le genome ou maintenue de maniere stable dans le cytoplasme des cellules les 
composant. 
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L'invention vise 6galement les plantes, algues ou rnicro-algues transferases 
g£n6tiquement, ou parties, ou fragments de ces plantes, algues ou rnicro-algues, tels 
que d6finis ci-dessus, contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que decrits 
ci-dessus au sein des grains d'amidon contenus dans les cellules vegetales les 
composant. 

Parmi les plantes, algues ou rnicro-algues transferases dans le cadre de la 
pr6sente invention, on peut citer principalement le bl6, le mais, la pomme de terre, le 
riz, 1'orge, l'amarante, Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella vulgaris. 

L' invention a plus particuli&rement pour objet les plantes, algues ou rnicro- 
algues transg&iiques susmentionn£es, transferases avec une sequence nucl6otidique 
recombinante contenant la sequence nucl6otidique de 1'ABNc d'environ 2900 a 3100 
paires de bases, et dont les 1696 paires de bases de I'extr6mit6 3' sont repr6sent6es 
sur la figure 1, ladite sdquence nucl6otidique codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii d6crite ci-dessus, ou contenant un fragment ou une 
sequence d6riv6e tels que d6crits ci-dessus de 1'ADNc susmentionn6. 

L'invention concerne egalement les grains d'amidon caract6ris6s en ce qu'ils 
comprennent un ou plusieurs polypeptides de fusion d^finis ci-dessus, lesdits grains 
d'amidon etant encore d£signes par l'expression "grains d'amidon transform6s" ou 
"glucosomes". 

L* invention a plus particuli&rement pour objet les grains d'amidon 
susmentionn£s comprenant un polypeptide de fusion d6fini ci-dessus, ledit polypeptide 
de fusion contenant la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d'environ 640 k 680 
acides amines d6crite ci-dessus, dont I'extr6mit6 aminoterminale correspond a 
l'enchainement d'acides amines suivant : ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV, et 
l'extr6mite carboxyterminale correspond k l'enchainement d'acides amines repr6sente 
sur la figure 1, ou un fragment ou un polypeptide d6riv6 tels que dficrits ci-dessus de 
la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii. 

Avantageusement, les grains d'amidon susmentionn6s sont caract6ris6s en ce 
qu'ils ont un diamdtre compris entre environ 0,1 /xm et quelques dizaines de fim, et en 
ce que la proportion en poids des polypeptides de fusion dans ces grains est comprise 
entre environ 0,1 % et 1 % . 
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L'invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
caract6risee en ce qu'elle comprend des grains d'amidon transform^ tels que dSfinis 
ci-dessus, le cas 6ch6ant en association avec un v6hicule physiologiquement 
acceptable, lesdits grains contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que 
d6finis ci-dessus, le peptide d'int6ret dans lesdits polypeptides de fusion possedant un 
effet therapeutique d6termin6. 

Avantageusement les compositions pharmaceutiques susmentionn6es de 
Tinvention se pr6sentent sous une forme administrable par voie parent6rale, 
notamment par voie intraveineuse, ou sous une forme administrable par voie orale. 

De pr£f6rence, les compositions pharmaceutiques susmentionn6es administrables 
par voie parent6rale, sont caract6risees en ce que le diam&tre des grains d'amidon est 
compris eritre environ 0,1 fim et plusieurs /-on, notamment entre environ 0,1 /an et 
10 /an, et en ce que la proportion en poids des polypeptides de fusion dans ces grains 
est comprise entre environ 0,1 % et 1 %. 

Des grains d'amidon tels que d6crits ci-dessus dont les faibles diamdtres sont 
compris entre environ 0,1 /on et environ 10 /mi, et dans lesquels la proportion en 
poids des polypeptides de fusion est comprise entre environ 0,1 % et 1 %, sont 
avantageusement obtenus : 

- k partir de plantes ou cellules de plantes transferases dans le cadre de la 
prfisente invention et choisies pour leur propriete k produire naturellement les grains 
d'amidon susmentionn6s, lesdites plantes 6tant choisies notamment parmi le riz, 
Tamarante, 

- ou a partir de parties de plantes transferases dans le cadre de la presente 
invention, lesdites parties de ces plantes produisant naturellement les grains d'amidon 
susmentionn6s, telles que les feuilles des plantes, 

- ou k partir de plantes ou cellules de plantes transformees dans le cadre de la 
pr6sente invention, ces plantes 6tant choisies parmi des plantes comportant des 
mutations telles qu'elles produisent des grains d'amidon de faibles diametres 
susmentionn6s, notamment k partir des plantes mutantes d6crites dans Bul6on A. et 
al., 1998, 

- ou a partir de plantes ou cellules de plantes transformees dans le cadre de la 
pr6sente invention, ces plantes 6tant choisies parmi des plantes transformees k l'aide 
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de sequences nucldotidiques antisens de tout ou partie du gene codant pour l'ADP- 
glucose pyrophosphorylase ngcessaire a la synthese d'ADP-glucose dans les cellules 
v6g6tales, notamment k partir des plantes transferases d6crites dans 1' article de 
Muller-Rober B. et aL, 1992. 

Avantageusement, dans le cas de compositions pharmaceutiques susmentionnees 
administrables par voie parent6rale, les grains d'amidon sont de pr6f6rence choisis 
parmi ceux de structure amorphe dans le cas ou Ton souhaite obtenir une lib6ration 
rapide du polypeptide de fusion qu'ils contiennent dans le sang du patient, ou, au 
contraire parmi ceux de structure cristalline lorsque Ton souhaite lib6rer 
progressivement le polypeptide de fusion dans le sang. 

A titre d' illustration, des grains d' ami don amorphes peuvent etre obtenus k 
partir de.semences transferases selon 1* invention en phase de germination, ou k partir 
de plantes mutantes particulifcres telles que d6crites par Shannon J. et Garwood D., 
1984, notamment k partir des cultivars mutants tels que "amylose extender" du mais 
ou encore tous les cultivars mutants de plantes, algues ou micro-algues dont I'amidon 
est enrichi en amylose. 

Les grains d' amid on selon 1' invention de structure cristallme, pr6sentent 
avantageusement environ 30 k 35% de cristaux, et peuvent fitre obtenus k partir de 
semences de plantes, notamment de c6r6ales, venant d'etre r6colt6es et k maturit6, ou 
k partir de plantes mutantes telles que d6crites par Shannon J. et Garwood D., 1984, 
notamment a partir des cultivars mutants tels que "waxy" du mai's ou encore tous les 
cultivars mutants de plantes, algues ou micro-algues dont I'amidon est d6pourvu 
d' amy lose. 

L 1 invention a 6galement pour objet toute composition pharmaceutique 
caract6ris6e en ce quelle comprend un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que 
d6finis ci-dessus, le cas 6ch6ant en association avec un vfihicule physiologiquement 
acceptable, le peptide d'int6r& dans lesdits polypeptides de fusion possedant un effet 
th6rapeutique d6termin6. 

L'invention concerne figalement toute composition alimentaire caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend des grains d'amidon transform^ tels que d6finis ci-dessus, lesdits 
grains contenant un ou plusieurs polypeptides de fusion tels que dfifinis ci-dessus, le 
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peptide d'int6r£t dans lesdits polypeptides de fusion 6tant utilisable dans le domaine 
agroalimentaire. 

L'invention a 6galement pour objet toute composition alimentaire telle que 
decrite ci-dessus, caracteris6e en ce qu'elle comprend un ou plusieurs polypeptides de 
fusion tels que dSfinis ci-dessus, le peptide d'interet dans lesdits polypeptides de 
fusion £tant utilisable dans le domaine agroalimentaire. 

La presente invention concerne egalement tout procede d'obtention de cellules 
vegetales (de plantes, algues ou micro-algues), et, le cas 6ch6ant de plantes, algues ou 
micro-algues entieres, transformees par au moins une sequence nucleotidique telle que 
definie ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, de maniere a integrer dans le genome de 
ces cellules, ou a maintenir de maniere stable dans leur cytoplasme, une ou plusieurs 
sequences nucl6otidiques recombinantes selon Tinvention, et mise en culture in vitro de 
ces cellules transformees, 

- le cas dcheant, l'obtention de plantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionn6es. 

Selon un mode de realisation du proc6de susmentionne de Tinvention, la 
transformation de cellules v6g6tales peut etre realisee par transfert de la sequence 
nucl6otidique recombinante de Tinvention dans les protoplastes, notamment apres 
incubation de ces derniers dans une solution de polyethylene glycol (PEG) en presence 
de cations divalents (Ca 2+ ) selon la methode d6crite dans rarticle de Krens et aL, 1982. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
electroporation notamment selon la m6thode decrite dans rarticle de Fromm et ai 9 
1986. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
utilisation d'un canon a gene permettant la projection, a tr£s grande vitesse, de parti cules 
metalliques recouvertes de sequences nucleotidiques recombinantes selon Tinvention, 
delivrant ainsi des genes a Tinterievir du noyau cellulaire, notamment selon la technique 
decrite dans rarticle de Sanford, 1988. 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est celle de la micro- 
injection cytoplasmique ou nucleaire telle que decrite dans Particle de De La Penna et 
aU 1987. 
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Selon un mode de realisation particulierement prefere du precede susmentionne 
de Tinvention, les cellules vegetales sont transformees par mise en presence de ces 
dernieres avec un hote cellulaire transform^ par un vecteur selon Tinvention, tel que 
decrit ci-dessus, ledit hote cellulaire etant susceptible d f infecter lesdites cellules 
veg&ales en permettant Tintegration dans le genome ou le maintien de maniere stable 
dans le cytoplasme de ces dernieres, des sequences nucleotidiques recombinantes de 
Tinvention initialement contenues dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, llidte cellulaire susmentionne utilise est Agrobacterium 
tumefaciens, notamment selon les methodes d6crites dans les articles de Bevan, 1 984 et 
d'An et ah, 1986, ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon la methode 
decrite dans Tarticle de Jouanin et ai 9 1987. 

Parmi les cellules veg6tales susceptibles d'etre transformees dans le cadre de la 
pr6sente invention, on peut citer principalement les cellules de ble, mais, pomme de 
terre, riz, orge, amarante, Chlamydomonas reinhardtiU Chorella vulgaris. 

Selon un mode de realisation du precede susmentionne de Tinvention, les cellules 
vegetales transformees selon Tinvention, sont cultiv6es in vitro, notamment en 
bior6acteurs selon la methode d6crite dans Tarticle de Brodelius, 1988, en milieu 
liquide, ou selon la methode decrite dans Tarticle de Brodelius et aL 9 1979, sous forme 
immobilisees, ou encore selon la methode decrite dans Tarticle de Deno et al y 1987, 
procedant par culture de racines transformees in vitro. 

Selon un mode de realisation prefere du precede susmentionne de Tinvention, la 
transformation de cellules vegetales est suivie par une etape d'obtention de plantes 
transform6es par mise en culture desdites cellules transformees dans un milieu 
approprie, et, le cas 6ch6ant, fecondation et recuperation des semences des plantes 
obtenues k V etape precedente, et mise en culture de ces semences pour Tobtention de 
plantes de generation suivante. 

Les semences transformees selon Tinvention sont recoltees a partir de plantes 
transformees susmentionn6es, ces plantes etant soit celles de la generation TO, a savoir 
celles obtenues k partir de culture de cellules transformees de Tinvention sur un milieu 
approprie, soit avantageusement celles des generations suivantes (Tl, T2 etc.) obtenues 
par autofecondation des . plantes de la generation precedente et dans lesquelles les 
sequences nucleotidiques recombinantes de Tinvention se reproduisent selon les lois de 
Mendel, ou les lois de llieredite extrachromosomique. 
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L'invention concerne egalement un proc6d6 de preparation de grains d'amidon 
transform6s tels que deer its ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend une etape 
d' extraction des grains d'amidon a partir de cellules vegetales transformees ou de 
plantes, ou de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, 6u de fragments 
de ces plantes, transformees susmentionnees, notamment par sedimentation dans les 
conditions decrites ci-aprfes. 

De preference, les grains d'amidon selon l'invention sont tels qu'obtenus par 
extraction a partir de plantes, algues ou micro-algues, transformees decrites ci-dessus, 
ou a partir de parties, ou de fragments de ces plantes, algues ou micro-algues, definies 
ci-dessus, notamment par sedimentation dans les conditions decrites ci-apres. 

Les plantes transformees utilisees pour la recuperation des grains d'amidon sont 
celles de la generation TO, ou avantageusement celles des generations suivantes (Tl, T2 
etc.) susmentionnees. 

L' invention concerne 6galement un proc6d6 de preparation de polypeptides de 
fusion tels que definis ci-dessus, caract£ris6 en ce qu'il comprend une etape de 
recuperation, et le cas 6cheant de purification, des polypeptides de fusion k partir des 
grains d'amidon transform^ susmentionn6s, notamment dans les conditions decrites 
ci-apres. 

L' invention a 6galement pour objet un proc6d£ de preparation d*un peptide 
d'interet caracteris6 en ce qu'il comprend la mise en oeuvre d'un proc6d6 tel que 
d6crit ci-dessus d'obtention de cellules vegetales ou de plantes transformees selon 
1' invention, ledit proc6d6 6tant effectue par transformation de cellules v6g6tales avec 
des sequences nucl6otidiques susmentionnees codant poiir un polypeptide de fusion 
contenant un site de clivage tel que decrit ci-dessus, et comprend une etape 
suppl6mentaire de clivage dudit polypeptide de fusion, k l'aide d'un r6actif approprie, 
puis, le cas echeant, une etape de purification du polypeptide d'interet. 

L 1 invention concerne 6galement un proc6d6 de biotransformation de grains 
d'amidon caract6rise en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

- transformation de cellules v6g6tales telles que definies ci-dessus k Taide de 
cellules h6tes d6crites ci-dessus contenant une ou plusieurs sequences nucieotidiques 
codant pour des enzymes susceptibles de transformer l'amidon susmentionnees, 
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- obtention de plantes, algues ou micro-algues transform6es de manifcre k ce que 
leur genome contienne une ou plusieurs sequences nucl6otidiques d6crites ci-dessus, 
par culture in vitro des cellules v6g6tales transform6es susmentionn6es, 

-le cas 6ch6ant, fecondation et recuperation des semences des plantes obtenues a 
l'6tape pr6c6dente, et mise en culture de ces semences pour 1'obtention de plantes de 
generation suivante, 

- extraction des grains d'amidon k partir des plantes, algues ou micro-algues, ou 
de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, ou de fragments de ces 
plantes, algues ou micro-algues transferases susmentionn6es, notamment par 
sedimentation dans les conditions d6crites ci-aprfes, 

- le cas 6ch6ant, chauffage desdits grains d'amidon k une temperature k laquelle 
le peptide d'interet du polypeptide de fusion susmentionn6 est susceptible d'etre actif. 

De preference, lorsque les proc6des decrits ci-dessus sont realises par 
transformation de cellules de plantes, ces derniferes sont transferases avec des 
sequences recombinantes susmentionn6es contenant la sequence nucieotidique de 
l'ADNc d'environ 2900 k 3100 paires de bases, et dont les 1696 paires de bases de 
Textremite 3* sont representees sur la figure 1, ladite sequence nucieotidique codant 
pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii decrite ci-dessus, ou contenant un 
fragment ou une sequence d6riv6e tels que decrits ci-dessus de r ADNc susmentionne. 
L'utilisation de telles sequences recombinantes contenant la sequence nucieotidique 
codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d6crite ci-dessus, permet 
avantageusement d*6viter Fapparition de ph6nomenes de co-suppression chez les 
plantes transferases ainsi obtenues. 

L' invention a egalement pour objet un proced6 de preparation d'anticorps 
reconnaissant specifiquement une araidon synthetase H6e au grain d'amidon, d'une 
plante, algue ou micro-algue determine, par immunisation d'un animal, notamment 
d'un lapin, avec de Tamidon provenant de ladite plante, algue ou micro-algue. 

A ce titre, T invention a plus particulifcrement pour objet un procede de 
preparation d'anticorps reconnaissant specifiquement la GBSSI, d'une plante, algue ou 
micro-algue determinee, par immunisation d'un animal, notamment d'un lapin, avec 
de l'amidon provenant de ladite plante, algue ou micro-algue. 
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L 1 invention a plus particulierement pour objet encore un procede de preparation 
d'anticorps reconnaissant specifiquement une isoforme de GBSS autre que la GBSSI, 
d'une plante, algue ou micro-algue determin6e, par immunisation d'un animal, 
notamment d'un lapin, avec de l'amidon provenant de ladite plante, algue ou micro- 
algue comportant une mutation telle que l'expression de la GBSSI est reprimde, par 
exemple une mutation choisie parmi les suivantes : sta2-29::ARG7 chez 
Chlamydomonas reinhardtii (dterite par Delrue et aL, 1992, susmentionn6), amf chez 
la pomme de terre (decrite par Hoverikamp-Hermelink et aL, 1987 , susmentionn6), 
wx chez le mais, le riz et le bl6 (d6crite par TsaL, 1974, susmentionn6), lam chez le 
pois (decrite par Denyer et aL, 1995, susmentionn6). 

L'invention a 6galement pour objet un proc6d6 d'obtention de l'amidon 
synthetase, telle que la GBSS, et plus particulierement pour Tisoforme GBSSI, d'une 
plante, algue ou micro-algue d6termin6e, par criblage d'une banque d* ADNc pr6par6e 
a partir de cellules de ladite plante, algue ou micro-algue ddterminde, susceptibles de 
contenir cette enzyme, & l'aide d'un antiserum contenant des anticorps reconnaissant 
specifiquement ladite enzyme cod6e par un ou plusieurs ADNc de la banque, lorsque 
ladite enzyme est exprim6e par un vecteur de clonage approprie, ledit antis6rum 6tant 
obtenu selon le proc6d6 susmentionnfi. 

L' invention sera davantage illustr6e & l'aide de la description d£taill6e qui suit 
du clonage du gfcne codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, et de 
l'obtention de grains d'amidon transform6s contenant un polypeptide de fusion avec 
ladite GBSSI, ainsi qu'a l'aide de la figure 1 repr6sentant la sequence nucleotidique et 
la sequence proteique deduite de Tinsert ADNc du clone CD142 codant pour la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii. (la sequence soulign6e correspond k une des trois 
regions hautement conservees & travers toutes les amidon- et glycogene- synthetases et 
intervient probablement dans la fixation du substrat ADP-glucose). 



20 



I) Clonage des s6quences d'ADNc (ADN compl6mentaire) et d'ADNg (ADN 
genomique) correspondant au gene de structure de la GBSSI de Chlamydomonas 
reinhardtii. 

A) Clonage de l'ADNc 
La strat6gie d6velopp6e afin de doner l'ADNc correspondant au gene de 
structure de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii fait appel au criblage d'une 
banque d'expression k Faide d'un antiserum polyclonal. L'antis6rum est capable de 
reconnaitre une sequence polypeptidique cod6e par un ADNc exprim6 depuis un 
vecteur de clonage adequat. 

a) Production de 1' antiserum 
Afin de produire un antiserum susceptible de reconnaitre sp6cifiquexnent la 
GBSSI de G reinhardtii* 1'amidon provenant de la souche sauvage (137C) a 6t€ 
injects k trois reprises k un lapin hybride n6o-z61andais albinos. Ldrs d'une experience 
similaire, c'est Tamidon r6siduel d'une souche double mutante aux loci STA2 et STA3 
(IJ2) qui a 6t6 inject^ au lapin dans les memes conditions. 

Protocoles d6taill6s : 

- Genotypes des souches de C reinhardtii : 
137C : mt-nitl nit2 
IJ2 : mt-nitl nit2 sta2-29::ARG7 sta3-l 

La souche 137C constitue la souche de r6f6rence pour toutes les etudes du 
m6tabolisme de ramidon effectu6es chez C reinhardtii. La souche IJ2 a ete 
entierement d6crite par Maddelein et coll. en 1994. Dans cette souche double mutante 
aux loci STA2 et STA3, les activitds GBSSI et SSII sont simultan6ment absentes. La 
mutation au locus STA2 a €t€ g6n6r6e par interruption g6nique k l'aide du plasmide 
pARG7 (Maddelein et coll., 1994) et conduit k la disparition totale de la GBSSI du 
grain d'amidon, alors que l'all&le mutant du gfcne STA3 a 6t6 engendr6 par mutagenfcse 
aux rayons X (Fontaine et coll., 1993). 



21 



- Conditions de culture, extraction et purification de l'amidon : les cellules sont 
mises en culture pendant 3 jours dans le milieu TAP en lumiere continue (3000 lux) k 
partir d'un inoculum de 5xl0 4 cellules/ml. La culture principale est stopp6e alors que 
la concentration cellulaire atteint environ 2xl0 6 cellules/ml. 

Composition du milieu TAP (valeurs pour un litre de milieu) : 

NH4CI 0,40 g ZnS0 4 .7H 2 0.. 22 mg 

Tris 2,40 g H3BO3 H,4mg 

KH 2 P0 4 0,32 g MnCl 2 .4H 2 0 5,1 mg 

K 2 HP0 4 1,47 g FeS0 4 .7H 2 0 4,2 mg 

CaCl 2 .2H 2 0 0,05 g M0O3 1,8 mg 

MgS0 4 .7H 2 0 0,30 g CoCl 2 .6H 2 0 1,6 mg 

EDTA 50 mg Cu0 4 .5H 2 0 1,6 mg 

Le pH du milieu est ajust£ a 7 par de Pacide ac6tique glacial 



Le milieu TAP-N pr6sente la meme composition de base, mais ce milieu se 
distingue du premier par 1'absence d'azote apport6 sous forme de chlorure 
d 'ammonium, remplac6 par le chlorure de sodium a la meme concentration ; c'est 
dans ces conditions de culture que les cellules accumulent une quantity d'amidon 
repr6sentant jusqu'a vingt fois celle de cellules cultivtes en milieu TAP. Dans ce cas, 
la culture est men£e pendant 5 jours en lumifere continue k partir d'une culture 
inocul6e k 5x10 s cellules/ml. 

Les cellules sont ensuite concentr6es par centrifugation k 2-4xl0 8 cellules/ml 
(tampon Tris/acetate pH 7,5 50 mM ; EDTA 10 mM ; DTT 2,5 mM) puis soumises a 
Taction de la presse de French k 10000 psi. L'extrait obtenu en sortie de presse est 
centrifiig6 a 5000 g pendant 15 min a 4°C. Le culot qui contient l'amidon est remis en 
suspension dans un volume d'eau, auquel sont rajout6s neuf volumes de Percoll 
(Pharmacia, Uppsala, Suede) avant d'etre centrifuge k 10000 g pendant 30 min a 4°C. 
Le Percoll forme un gradient de densit6 lors de la centrifugation. L'amidon qui est 
trfes dense (sa densit6 est de 1,3 a 1,5) s6dimente au fond du tube alors que les lipides 
pt autres d6bris cellulaires de faible densit6 forment une « capsule » k la surface du 
gradient de Percoll. Le culot d' amid on est ensuite rinc6 trois fois par de l'eau 



desionis6e puis conserve k 4°C aprfcs l'avoir d6barrass6 du dernier surnageant de 
rinfage. 

- Conditions d' immunisation du lapin. preievement et preparation de 
1' antiserum : le lapin utilise lors de cette experience est un lapin hybride n6o-z61andais 
albinos. Trois injections successives espac6es de trois semaines ont 6t6 effectu6es avec 
20 mg d'amidon purifie en suspension dans 500 fil d'eau. A cette suspension, sont 
rajoutes 500 fil de 1 'adjuvant de Freud standard. Le sang du lapin a 6t6 pr61ev6 3 
semaines aprds Fultime injection. Le serum est prepare par simple centrifugation du 
sang aprfcs 24 heures de coagulation a 4°C. Les antis6ra g6n6r6s par les injections des 
amidons des souches 137C et U2 sont identifies par les denominations « antiserum 
SA137C » et « antiserum SAU2 » respectivement dans ce qui suit. 

b) Preparation et criblage de la banque d'ADNc 
La banque d'ADNc a 6te produite k partir des ARNm purifies de la souche 
sauvage de C. reinhardtii. C'est le vecteur d'expression X ZAP qui a 6te utilise 

Protocoles detailies : 

- Pre paration des ARN totaux de C. reinhardtii : cette m6thode est une 
adaptation de celle utilisee pour extraire les ARN des feuilles d'Arabidopsis thaliana. 
Les cellules d'une culture de 1-2 x 10 6 cellules/ml sont r6colt6es par centrifugation k 
3500 g pendant 15 min k 4°C. Les cellules sont ensuite reparties en aliquotes d'un 
volume d'environ 200 fil. A ce stade, les cellules sont congeiees dans Fazote liquide et 
peuvent etre conservees a -80 °C pour plusieurs mois. A ces 200 fil de cellules 
congeiees sont ajoutes 400 fil du tampon « Z6 » de composition suivante : 

Tampon Z6 : MES/NaOH pH 7,0 20 mM 

EDTA 20 mM 

Guanidine-HCl 6 M 

p-mercapto6thanol 100 /xM. 

Le melange est tres fortement agite pendant plusieurs minutes, puis 400 fi\ du 
melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25v/24v/lv) sont additionn6s et le 
melange est de nouveau fortement agit6 pendant plusieurs minutes. Le tout est 
centrifuge k 13000 g pendant 10 min k 4°C. Aprfes avoir r6cuper6 puis estim6 le 
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volume du suraageant, on y ajoute 1/20 de volume d'acide acetique i 1 M ainsi que 
0,7 volumes d'6thanol 100%. On laisse le temps aux acides nucleiques de pr6cipiter a 
-20 °C pendant au moins 30 min. Apres centrifugation a 13000 g pendant 15 min a 
4°C, le culot est resuspendu dans 400 /d d*ac6tate de sodium a 3 M pH 5,6 puis 
centrifuge 10 min a 13000 g k 4°C. Le culot est alors rinc6 deux foisavec de T6thanol 
a 70%, s€ch€ et enfin dissout dans 50 /xl d*eau traitge au DEPC. La quantity d'acides 
nucI6iques est estim6e au spectrophotometre k 260 nm (00260=1 6quivaut k environ 
40 fig/ml d'acides nucl6iques). 

- Construction d'une banque d'ADNc dans le vecteur X ZAP : les ARN dot6s 
d'une queue polyA (les ARNm en particulier) sont isol6s de la preparation d'ARN 
totaux grace au kit « polyATtract mRNA isolation systems » commercialism par 
Promega (Madison, WI, USA). La synthase des ADNc, la ligation dans le vecteur 
ZAP et Fempaquetage dans les capsides sont effectu6s avec l'aide du kit « cDNA 
synthesis kit, ZAP-cDNA synthesis kit and ZAP-cDNA gigapack II gold cloning kit » 
commercialism par Stratagene (La Jolla, CA, USA). Le protocole suivi correspond au 
manuel d'instruction found avec le kit. 

- Criblage immunologique d'une banque d'ADNc dans un vecteur d'expression : 
le criblage de la banque d'expression d' ADNc X ZAP de C. reinhardtii a 6t6 r6alis6 
par Tutilisation de Tantisfirum prealablement obtenu (voir supra). Environ 100000 
plaques de lyse sont 6tal6es par la technique du Top-agar sur plusieurs boites de p6tri 
contenant du milieu de croissance bact6rien et l'antibiotique adapt6. Aprfes 3 heures 
d'incubation k 37°C, des filtres de nitrocellulose (Protan BA 85, Schleicher & 
Schuell, Dassel, Allemagne) prealablement p!ong6s dans une solution d'IPTG 10 mM 
et s6ch6s, sont appliqu6s k la surface du Top-agar. Les boites sont a nouveau incubtes 
pendant 3 heures k 37°C avant d'etre placees 30 min k 4°C. Les filtres de 
nitrocellulose sont alors d61icatement retir6s de la surface g61os6e. Lors du criblage de 
la banque XZAP c'est la souche d'£. coli XLl-blue qui a 6t6 utilis6e. Le protocole de 
r6v61ation des filtres est alors le meme que celui utilise lors de F6tude en Western Blot 
(voir le chapitre concernant le Western Blot). 

Les plages de lyse positives sont soumises k deux sfiries successives de criblage 
par le meme antiserum afin de confirmer leur caractfcre positif, mais aussi pour les 
purifier. Lorsqu'une plage de lyse se r6vfele positive k la fin des trois tours de 
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criblage, la sequence du plasmide pBluescript SK+ contenant Pinsert d'interSt est 
excis6e du phage X in vivo. C'est le phage « ExAssist helper phage » qui est utilis6 
pour la cotransfection de la souche SOLR avec le phage X ZAP. On obtient ainsi un 
phagemide qui est utilise pour Tinfection de la souche XLl-Blue MRF* conduisant a la 
restitution du plasmide double brin pBluescript SK+ porteur de 1'ADNc d'hiteret. 

Un tel criblage men6 avec Tantisfirum SA137C a conduit k Tobtention d*un 
unique clone positif apres trois tours de criblage. Nous avons d6nomm6 ce clone par 
« CD 142 ». L*insert du clone CD 142 possfede une taille de 1696 pb (voir la sequence 
sur la figure 1). 

c) Analyse de la s6quence de Tinsert du clone CD142 
Lorsqu'on interroge les banques de sequences prot6iques avec celle d6duite du 
clone d'ADNc « CD142 », les similitudes les plus importantes sont obtenues avec les 
GBSSI des plantes supgrieures. Cette premi&re indication sur Forigine de cet ADNc 
est renforc6e par la pr6sence d'uine extension de 119 aminoacides (environ 14 kDa) en 
position carboxy-terminale de la sequence codante, par rapport aux principales GBSSI 
des plantes sup6rieures. En effet, le poids mol6culaire de la GBSSI de C reinhardtii, 
estim6 par SDS-PAGE, est en moyenne de 10 k 15 kDa supgrieur k ceux des prot6ines 
correspondantes chez les veg6taux. L'extension de 119 aminoacides pourrait expliquer 
cette difference de poids mol6culaire entre les GBSSI d'origines diff6rentes. Prise 
s6parement, cette extension de la sequence codante ne partage aucune similitude avec 
d'autres types de sequences polypeptidiques d€jk connues. 

La presence du codon stop UAA en position 717 signale le d6but d'une tres 
longue region non codante de 946 pb. Trfes fr6quentes dans les g&nes nucldaires de 
Chlamydomonas, ces regions non codantes en position 3* terminale, semblent etre 
surtout destinies k stabiliser le messager. 

B) Clonage de 1* ADNg 
I/ADNg relatif au clone CD 142 a €t€ isole aprds criblage d'une banque index6e 
d'ADNg dans des cosmides (Zhang et coll., 1994). Construite dans un vecteur 
cosmidique d€riv6 de c2RB, cette banque d'ADNg est contenue dans 120 plaques de 
microtitration de 96 puits. Chaque puits (sauf deux afin de faciliter Torientation de la 
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plaque) contient un clone bacterien transportant un unique cosmide. L'ensemble de la 
banque repr6sente ainsi 11280 clones dont la taille moyenne des inserts avoisine 38 
kb. Le genome nucl6aire de C. reinhardtii y est done statistiquement represents 
environ quatre fois. 

Le criblage de cette banque avec une sonde correspondant au clone CD 142 a 
conduit k Tisolement un clone d'ADN genomique denomm6 18B1. L'insert present 
dans cet unique cosmide a 6t6 analyst plus en detail. Aprfes restriction par NotI puis 
hybridation avec la sonde CD142, seule une bande d'environ 9 kb reste positive, 
indiquant que toute rinformation correspondant au clone CD142 est prfesente dans ce 
fragment. La sequence genomique correspondant au clone CD 142 est pr6sent6e ci 
dessous. 

Protocoles detaill6s : 

- Preparation des filtres de nvlon pour le criblage : les filtres de nylon (Hybond 
N, Amersham Buchler, Braunschweig, Allemagne) sont deiicatement depos6s sur une 
boite de p6tri contenant un milieu de croissance bact6rien riche supplements avec 
l'antibiotique addquat (dans le cas present, e'est Tampicilline qui est utilis6e). Chaque 
clone d 9 E. coli contenu dans la banque est alors r6pliqu6 directement sur le filtre de 
Nylon k Taide d*un appareil a rdplique et les boites ainsi pr6par6es sont incub6es une 
nuit k 37°C. Les filtres sont ensuite 6t6s de la surface gSlosee puis soumis au 
traitement suivant : 

(1) 2 min sur une solution de d6naturation (NaOH 0,5 M ; NaCl 1,5 M) 

(2) 2 min sur une solution de neutralisation (Tris/HCl pH 7,0 0,5 M ; NaCl 1,5 

M) 

(3) 2 min sur une solution de ringage (tampon 2 x SSC) 

Les filtres sont finalement incub6s dans une 6tuve k sec pendant 2 heures k 
80°C. 

- Pr6hvbridation et hybridation des filtres : la prehybridation est effectufe dans 
le tampon d'hybridation k 42°C pendant au moins 4 heures. L'hybridation est 
accomplie a 42 °C une nuit complete en presence de la sonde nucl6otidique marquee 
par le 32 P. Le lavage de la membrane s'effectue k 60°C dans la solution de lavage 
adapt6e k la stringence que Ton veut appliquer. Le temps et la frdquence de 
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changement des bains de lavage varient selon la stringence et les niveaux de 
radioactivity d6tect6s sur la membrane. En g6n6ral, les bains sont renouvel6s toutes les 
10 min et le lavage commence avec un tampon de lavage de faible stringence pour 
terminer par un tampon de plus forte stringence. Un film Kodak X-OMAT AR est 
finalement expos6 aux filtres k -80°C afin de r6v61er les clones positifs'. 
Composition des solutions et tampons : 

Tampon SSC x 20 : Dissoudre 175,3 g de NaCl et 88,2 g de citrate de sodium 
dans 800 ml d'eau. Ajuster le pH & 7,0 avec quelques gouttes d'une solution de NaOH 
10N. Computer avec de 1'eau jusqu'k 1 litre. 
Tampon d 'hybridation : 

Formamide 50% 
Denhardt's x 5 

SDS 0,5% 
Tampon Phosphate de Na pH 7,0 50 mM 

ADN de sperme de saumon 100 /ig/ml 

S6rum albumine bovine 0,5% 
R6actif de Denhardt's x 100 (quantity pour 500 ml dans I'eau) : 
Ficoll 400 10 g 

Polyvinylpyrrolidone 40 (PVP40) 10 g 

BSA 10 g 

Tampon Phosphate pH 7,0 klM (quantit6 pour 100 ml de tampon) : 
Na2HP0 4 1M 57,7 ml 

NaH 2 P0 4 1M 42,3 ml 

Tampons de lavage : 

faible stringence : SSC x 2 ; SDS 0,2% 

stringence moyenne : SSC x 1 ; SDS 0,5% 

forte stringence : SSC x 0,5 ; SDS 0,5% 

SSC x 0,1 ; SDS 0,5% 

- Pr6paration et marquage d'une sonde nucl6otidique au 32 P : le fragment servant 
de sonde nucl6otidique est g6n6ralement ins6r6 dans le site de clonage multiple d'un 
plasmide bact6r ien. II est done d ' abord n6cessaire de le dig6rer , avec les 
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endonucleases de restriction adequates puis de s6parer le fragment d'int6ret du reste 
du plasmide par 61ectrophorese sur gel d'agarose 1 % tamponn6 avec du tampon TAE 
x 1. La bande correspondant au fragment d'int6ret est ensuite d6coup6e du gel et 
Textraction de l'ADN effectuee avec le kit « The GENECLEAN II Kit » 
commercialism par BIO 101 Inc. (La Jolla, CA, USA). Le morceau d'agarose est tout 
d'abord dissout dans une solution d'iodure de sodium 6 M. Lorsque la dissolution est 
achevfe, les molecules d'ADN sont alors capt6es par une matrice de silice d6nomm6e 
« Glassmilk ». Les mol6cules d'ADN en pr&ence de 1' agent chaotropique Nal 
s 'adsorbent specifiquement sur les billes de silice. Aprfcs avoir 61imin6 les sels et 
1'agarose dissout, les molecules d'ADN sont 61u6es des billes de silices en pr6sence 
d'eau st&rile. 

Le marquage d'une sonde nucleotidique au 32 P est men6e a bien gr&ce au kit 
« Random primed DNA labelling kit » de Boehringer (Mannheim, Allemagne). Le 
principe est Famor$age al6atoire de la reaction d'61ongation par l'ADN polymdrase de 
Klenow par utilisation d'un melange d'h6xanucl6otides repr6sentant toutes les 
combinaisons de sequences possibles. L' incorporation de l'616ment radioactif 
s'effectue k partir de [oc- 32 P]-dCTP (3000 Ci/mmol) dont 50 A*Ci sont utilis6es pour 
chaque reaction de marquage. La sonde radiomarqu6e est finalement ajout6e a la 
solution d'hybridation apres d6naturation k 95 °C pendant 4 min. 

C) Le locus STA2 chez C. reinhardtii repr6sente le gfene de structure de la 
GBSSI 

L' analyse qui suit d6montre de manifere formelle que le gene STA2 de C 
reinhardtii correspond au gene de structure de la GBSSI et que le clone CD 142 
represente un ADNc issu de ce locus. En effet, des analyses de restriction de l'ADN 
g6nomique dig6r6 par l'endonucl6ase BamHI revelent une modification profonde du 
profil de restriction dans la souche BAFR1 mutante au locus STA2 gen6r6e par 
interruption genique (Delrue et coll. 1992). La meme modification est aussi observSe 
dans la souche IJ2 double mutante aux loci STA2 et STA3 que Maddelein et coll. 
(1994) ont g6n6r6 par croisement de la souche BAFR1 avec une souche mutante sta3- 
1. 
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De plus, cette modification du profil de restriction dans la descendance 

m6iotique de la souche 132 fusionn6e a la souche de C. smithii « CS9 » a pu etre suivie 
dans le croisement suivant : 

CS9 X IJ2 

(C smithii) (C. reinhardtii) 

+ /+ sta2-29::ARG7/sta3-l 

+/+ 25% 
sta2-29::ARG7/sta3-l 25% descendance 

sta2-29:;ARG7/+ 25% meiotique 

+lsta3A 25% 



352 s6gregeants issus de ce croisement ont 6t6 purifi6s, amplifies et leur 
phdnotype d' accumulation d'amidon analyst. 54 recombinants meiotiques ont fait 
Tobjet d'une analyse de restriction dont 21 de gfinotype sta2-29::ARG7l ' + , 19 de 
genotype +/sta3-l et 14 sauvages. En ce qui concerne les 21 segr6geants de genotype 
sta2-29;:ARG7/+ leur profil de restriction, obtenu par digestion avec BamHI et 
hybride avec la sonde CD142, pr6sente toujours la meme modification que la souche 
parentale IJ2. On en d6duit done que le gfcne 5X42 et la sonde CD 142 sont trfes 
fortement li6s gen6tiquement. II n'y a maintenant plus de doute quant k la nature du 
clone CD 142 qui represente le gene de structure de la GBSSI (le locus STA2). 

Protocoles d£taill£s : 

Realisation des croisements : avant de realiser la fusion de cellules de polarit6s 
sexuelles oppos6es, il est necessaire de les mettre dans un 6tat propice a leur fusion. 
Ainsi les cellules doivent d'abord etre differenci6es en gametes avant qu'elles ne 
soient mises en contact direct. La gametogenese est induite chez Chlamydomonas en 
soumettant les cellules k une carence azot6e et en presence d'une source lumineuse 
intense (5000 lux). Pour cela des cellules fraiches cultiv6es sur milieu g61os6 riche 
(culture de moins de 5 jours) sont mises en suspension dans 2 ml de milieu TAP-N et 
laiss6es au minimum 12 heures en lumiere forte sans agitation. Avant la mise en 
contact T6tat des cellules est examine au microscope optique. Apres diff6renciation en 
gamfetes, les cellules sont plus petites et surtout beaucoup plus actives que lors d'une 
culture non carenc6e. Des quantit£s £quivalentes de cellules de chaque polar it£ 
sexuelle sont m61ang£es. La fusion est men6e toujours en lumidre intense. Apres une 
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heure de contact, des fusions cellulaires sont dtjk visibles au microscope optique. 
L'analyse des s6gregeants m6iotiques va consister a d6poser les produits de la fusion 
cellulaire sur un milieu riche a 4% agar. Les boites ainsi obtenues sont incubees en 
lumiere attenute pendant 15 heures puis entrepos6es k Tobscurite totale pendant au 
moins une semaine. Ceci permet la maturation des zygotes et leur « enkystement » 
dans l'agar k 4%. Apres cette p6riode d'incubation k Fobscurite, les boites sont 
remises a la lumifere et les Stapes suivantes sont r6alis6es le plus rapidement possible. 
Afin d'eliminer le plus grand nombre de cellules v6g£tatives non fusionn6es, on gratte 
tres 16gerement la surface de la g€lose avec une lame de rasoir. Par observation k la 
loupe binoculaire, une region regroupant une cinquantaine de zygotes est rep6r6e et 
ceux-ci sont transf£res sur une boite fraiche de milieu riche k 1,5% d'agar. Afin de 
s'assurer de la disparition complete des cellules v6g6tatives rfisiduelles la boite est 
soumise k des vapeurs de chloroforme pendant 45 secondes k une minute (les zygotes 
.peuvent r6sister, contrairement aux autres cellules, k ce temps moyen d'exposition aux 
vapeurs de chloroforme). La presence de lumifere va d6clencher de fa?on irreversible 
1' entree en m&ose des zygotes. Lors de leur germination (facility par rhumidite plus 
importante du milieu contenant 1,5% d'agar) les zygotes vont lib6rer quatre cellules 
filles haploldes (une tetrade) qui vont croitre par divisions mitotiques et former des 
colonies sur boite. L*analyse des produits de m6iose peut-fetre men6e de deux 
manures. La premiere consiste k etudier de manifere al6atoire au moins 200 
segr6geants issus du croisement. Aprds purification des s6gr6geants, les caractferes de 
ces derniers peuvent etre Studies par r6pliques sur diff6rents milieux s61ectifs. 

Techniques d'extraction d'ADN genomique : le protocole d'extraction de FADN 
total utilise est celui d6crit par Rochaix et coll. (1991) : en voici le detail : 

(1) CentrifugerlO ml de culture cellulaire a environ 3-5 x 10 6 cellules/ml 
pendant 10 min a 3500 g en falcon de 15 ml. 

(2) Le culot de cellules est ensuite resuspendu dans 350 jzl du tampon suivant : 

TRIS/HC1 pH 8,0 20 mM 
EDTA 50 mM 

NaCl 100 mM. 

(3) Ajouter 50 fil de proteinase K d'une solution stock a 2 mg/ml (a d6faut, on 
peut utiliser de la pronase k 10 mg/ml). 
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(4) Ajouter 25 fil de SDS a 20% et incuber 2 heures a 55 °C. 

(5) Ajouter 2 fil de diethylpyrocarbonate (DEPC) et incuber pendant 15 min k 

70°a 

(6) Refroidir le tube brievement dans la glace et ajouter 50 fxl d'une solution 
d'ac6tate de potassium k 5 M. 

(7) M61anger en agitant le tube correcteraent et laisser reposer sur la glace au 
moins 30 min (il est possible de stopper 1'extraction k ce moment Ik et de la reprendre 
le lendemain si on laisse les tubes dans la glace en chambre froide). 

(8) Transferer dans un tube « eppendorf » de 1,5 ml et centrifuger 15 min dans 
une minifuge (k environ 13000 g). 

(9) R6cup6rer le surnageant en le transffcrant dans un nouveau tube 
« eppendorf ». 

(10) Extraire le surnageant par un volume du m61ange suivant : 

Ph6nol (saturfi par le TE : Tris/HCl pH 8,0 10 mM, EDTA 1 mM) 25 vol 
Chloroforme 24 vol 

Alcool isoamylique 1 vol 

(11) AprSs extraction, ajouter 1 ml d'6thanol 100% k temperature de la pifece. 
On doit voir apparaitre im pr6cipit6 sous forme de « cheveux d'ange » si Textraction 
est r6ussie. A partir de ce moment, il faut manipuler avec soin et douceur afin d'6viter 
que les mol6cules d'ADN ne se brisent. 

(12) Centrifuger 5 min dans une minifuge (environ 13000 g). 

(13) Rincer le culot avec de 1'ethanol k 70% et centrifuger 3 min en minifuge. 

(14) Recommencer l*op6ration (13) une ou deux fois afin d'61iminer les sels 
correctement. 

(15) S6cher le culot en le plafant 5 min a 37°Cj puis le dissoudre dans 50 ^1 de 
TE contenant de la RNase de pancreas de boeuf k 1 fig/ml. 

Hvbridations mol6culaires et analyses par Southern Blot : 25 /*g d'ADN sont 
dig6res totalement avec la ou les endonucl6ases de restriction ad6quates. Les produits 
de la restriction sont ensuite s6par6s par 61ectrophorese en gel d*agarose 0,8%, TBE x 
1. Puis le gel est incub6 successivement 15 min dans la solution de d6purination et 30 
min dans la solution de d6naturation. L'ADN d6natur6 est ensuite transf6r6 sur 
membrane de nylon « Porablot NYplus » (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, 
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Allemagne) par capillarity avec le tampon SSC x 20. Apres le transfert, la membrane 
est incub6e a 80°C sous vide d'air pendant 2 heures afin de fixer les fragments 
d'ADN a la surface de la membrane de nylon. La pr6hybridation est effectu6e dans le 
tampon d'hybridation k 42° C pendant au moins 4 heures. L'hybridation est accomplie 
k 42 °C une nuit complete en presence de la sonde marqude pr6c6demment preparee. 
Le lavage de la membrane s'effectue k 60° C dans le tampon de lavage adapts k la 
stringence que Ton veut appliquer au lavage. Le temps et la frequence de changement 
des bains de lavage varient selon la stringence et les niveaux de radioactivite presents 
sur la membrane. En g6n6ral, les bains sont renouvel6s toutes les 10 min et le lavage 
commence avec un tampon de lavage de faible stringence pour finir avec un tampon 
de plus forte stringence. Un film Kodak X-OMAT AR est finalement expos6 k la 
membrane a-80°C afin de r6v61er les zones d'hybridation. 

II) Etude de la liaison de la GBSSI au grain d'amidon. 

A) Analyse de Tailzie mutant sta2-l 

Parmi tous les alleles mutants g6n6r6s au locus STA2 chez C reinhardtii un seul 
conduit k la production d'une GBSSI tronqu6e de 58 kDa en lieu et place de la 
proline sauvage de 76 kDa. C'est le cas de Tailzie sta2-l de la souche 18B. Delrue et 
coll. (1992) par micro-sequenpage de la GBSSI extraite d'un gel de polyacrylamide a 
pu d6montrer que les sequences peptidiques amino-terminales des prolines de la 
souche sauvage (137C) et de la souche mutante (18B) sont identiques. 

S6quences amino-terminales : 

> GBSSI de la souche 137C : ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV 

> GBSSI de la souche 18B : ALDIVMVAAEVAPGGKTGGLGDV 
La proline produite par Tallfcle mutant sta2-l est done tronqude en position 

carboxy-terminale et le pour l'ADP-glucose est accrue d'un facteur 6. L'absence 
de cette sequence carboxy-terminale ne modifie cependant pas les propri6t6s de 
fixation de la proline sur le grain comme le montre la figure 1 . 
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Protocole detaill6 : 

Technique d'extraction des proteines du grain d'amidon et SDS-PAGE : les 
prolines sont extraites de 0,3 a 1 mg d'amidon avec 60 jd de tampon d'extraction : p- 
mercaptoethanol 5% (v/v) ; SOS 2% (p/v) k 100°C pendant 5 min. Aprfes 
centrifugation k 13000 g pendant 10 min, le surnageant est r6cup6r6 et l'op6ration est 
renouvel6e une fois avec le culot. Les deux suraageants sont r&inis et l'echantillon 
peut etre charge dans les puits du gel apres avoir rajoute 10 pi du tampon de 
chargement suivant : Tris 50 mM, glycine 384 mM, 20% glycerol, SDS 0,1%, bleu 
de bromoph&aol 0,001%. La migration est accomplie a temperature ambiante, k 150 
V pendant lh30 (jusqu'S ce que le bleu de bromoph6nol quitte le gel). Les proteines 
sont r6vei6es par coloration au bleu de Coomassie ou par immunodetection (voir plus 
loin le chapitre sp6cifique au Western Blot). Lors de la coloration au bleu de 
Coomassie, le gel est incube 30 min. dans la solution suivante : 2 g de Coomassie 
Brilliant Blue R250, 0,5 g de Coomassie Brillant Blue G250, 425 ml d'ethanol, 50 ml 
de methanol, 100 ml d'acide acetique qsp 1000 ml avec de l'eau. Le gel est ensuite 
d6colore k 1'aide des solutions suivantes : 

> 15 k 30 min dans le decolorant I : 450 ml d'6thanol, 50 ml d'acide acetique, 
qsp 1000 ml avec de l'eau. 

> une nuit dans le decolorant II: 80 ml d'acide acetique, 50 ml de methanol, qsp 
1000 ml avec de Feau ; ce decolorant II permet d'eiiminer la coloration non sp6cifique 
du gel. 

> le d6colorant in (240 ml d'acide acetique, 200 ml de methanol, qsp 1000 ml 
avec de l'eau) permet la decoloration to tale du gel si n6cessaire. 

B) Estimation de la quantite de proteines li6es au grain 

La quantite de proteines liees au grain d'amidon a 6t6 estimee dans differentes 
conditions de culture et dans des fonds g6n6tiques variables. Pour cela, les cellules ont 
6t6 plac6es en conditions d'accumulation massive d'amidon (milieu carence en azote) 
ou en conditions de croissance mixotrophe (presence d' azote). Les proteines extraites 
du grain ont ensuite 6t6 d6pos6es sur un gel de polyacrylamide en conditions 
denaturantes (presence de SDS). Apres la migration, les proteines sont r6veiees par 
coloration au bleu de Coomassie. Au cours de cette experience la souche 17 mutante 
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au locus STA1 a et6 utilisSe. Cette mutation a 6t6 decrite en detail par Van den 
Koornhuyse et coll. (1996) puis par Van de Wal et coll. (1998). Le locus STA1 
correspond au g&ne de structure de la grande sous-unite r6gulatrice de 1'ADP-glucose 
pyrophosphorylase. La mutation stal-1 engendrte lors d'une mutagehese aux rayons 
X conduit k l'insensibilit6 de l'enzyme a l'acide 3-phosphoglyc6rique, son activateur 
allostfrique. Des lors, la souche 17 accumule moins de 5% de la quantity normale 
d'amidon. L'estimation de la quantity de GBSSI H6e au grain est d'environ 0,1% du 
poids d'amidon en condition de carence azot6e pour les souches 137C et 18B. Cette 
valeur atteint 1% dans les conditions de mixotrophie. Dans le cas de la souche 17, 
quelque soit les conditions de culture, la GBSSI represente plus de 1% du poids du 
grain d'amidon. Les techniques employ 6es lors de cette analyse sont les memes que 
celles detaill6es au paragraphe pr6c6dent. 

C) Analyse de la r6ponse immunitaire en Western Blot 

Afin de tester Tantig6nicit6 des antisfira SA137C et SAIJ2 pr6c6demment 
obtenus chez le lapin, les prolines extraites de 100 jig d'amidon frais provenant de 
differentes souches cultiv6es dans des conditions de culture variables ont 6t6 soumises 
k une analyse par la technique d'immunotransfert (Western Blotting). La r£ponse 
immunitaire engendr6e vis k vis de la GBSSI lors de l'injection de l'amidon de la 
souche sauvage (137C) s'avere trfes spfecifique et forte (les prolines etant extraites de 
seulement 100 ng d'amidon frais) meme dans le cas de la proline tronqu6e chez le 
mutant sta2-l. La quantity de prolines H6es au grain d'amidon semble plus 
importante chez le mutant 17 lors d'une culture carencfie en azote corame le montre la 
presence d'une bande de masse sup6rieure k la GBSSI r6v616e par Tantis6rum 
SA137C. Ce fait est confirm^ par l'analyse en Western blot r6alis6e avec l'antis6rum 
SAIJ2 oh la r6ponse immunitaire la plus forte est d6tect6e avec les protdines extraites 
de 1'amidon de la souche 17 cultiv6e en carence azotee. 

A des fins de controle, nous avons effectu6 le m6me type d' experience en 
utilisant l'antis6rum PA55 obtenu par Abel et coll. (1995). Cet antiserum engendr6 
chez le lapin est dirig6 contre un peptide dont la sequence consensus correspond k la 
rdgion carboxy-terminale fortement conserve dans toutes les amidon-synth6tases de 
plantes sup6rieures, qu'elles soient solubles ou li6es au grain d'amidon. Cet antiserum 
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reconnait spdcifiquement la GBSSI de C. reinhardtii lorsqu'elle est pr6sente dans le 
grain. D'autre part, Tantis^mm PA55 reconnait aussi la proline tronqu£e produite 
par le mutant 18B (sta2-l). II semble done que la s6quence fortement conserve en 
position carboxy-terminale soit toujours pr&ente dans la proline. tronqu6e. 

Protocoles d€taiU6s : 

Technique d'extraction des prolines du grain d'amidon et SDS-PAGE : ces 
techniques sont les memes que celles d6crites au paragraphe precedent hormis la 
coloration au bleu de Coomassie qui est omise dans ce cas. 

Technique de transfert et de r£v61ation par les antis6ra : lorsque la migration sur 
SDS-PAGE est termin6e, le gel est incub6 30 mm dans le tampon « Western » x 1 
contenant 20% de methanol. Les prolines sont ensuite 61ectrotransf6r6es sur une 
membrane de nitrocellulose (Protan BA 85 Schleicher & Schuell, Dassel, Allexnagne) 
k 1'aide d'un appareil d*61ectrotransfert (Multiphor H, LKB-Pharmacia, Bromrna, 
Sufcde) k 4°C dans les conditions suivantes: 45 min k 250 mA avec le tampon utilise 
pr6c6demment. Aprds cette 6tape de transfers des; prot&nes sur la membrane de 
nitrocellulose, cette dernifere est incub6e 1 heure k temp&ature ambiante dans le 
tampon TEST contenant 3 % de BSA. La membrane est ensuite rincer trois fois dans le 
tampon TEST avant d'etre incub6e une nuit k 4°C dans 1' antiserum primaire de lapin 
dilu6 dans le tampon TBS. La membrane est de nouveau rinc6e trois fois par le 
tampon TEST puis est incubfie une heure k tempdrature ambiante avec Tanticorps 
secondaire biotinyl6 dilu6 k 1/500 dans le TBS dirig6 contre Tantisfirum de lapin. 
Aprfcs trois nouveaux rinfages dans le tampon TEST, la membrane est incub6e 30 min 
a temperature ambiante avec le complexe streptavidine-phosphatase alcaline dilu6 k 
1/3000 dans le tampon TBS. Finalement, aprfes 3 rin?ages dans le tampon TBST, les 
membranes sont r6v61ees par incubation dans un tampon de di6thanolamine contenant 
les substrats de la phosphatase alcaline : NBT et BCIP (le temps d'incubation varie 
selon Tintensit6 de la reaction). Le kit de detection utilis6 est celui propos6 par 
Amersham Buchler (Braunschweig, Allemagne): « Blotting detection kit for rabbit 
antibodies » 
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Composition des solutions et tampons : 
Tampon « Western » x 10: ( 



Glycine 



390 mM 



Tris 



480 mM 



SDS 



0,375% 



Tampon TBS (Tris Buffer Saline) Tris/HCl pH 7,5 



20 mM 



NaCl 



500 mM 



Tampon TBST (Tris Buffer Saline Tween): TBS +0,1% (v/v) Tween 20 
NBT: Nitro-Blue Tetrazolium en solution dans le dim&hylformamide 70% 
BCIP: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate en solution dans le 
dim6thy lformamide . 

HI) Ciblage des prolines de fusion dans le grain d'amidon 

L'extension carboxy-terminale sp6cifique de la GBSSI de C. reinhardtii n'est 
pas requise pour le ciblage de la prot6ine au grain d'amidon in vivo comme nous 
avons pu le d&nontrer au cours des experiences pr6c6dentes. Cette extension 
d'environ 16 kDa peut etre remplac6e par une sequence peptidique d'int£rSt, 
autorisant ainsi son ciblage au coeur meme du grain d'amidon. 

Les difterents types de vecteurs susceptibles d'etre construits afin d'appliquer 
cette m6thode chez les plantes sup6rieures, sont constitu6s : 

- d'un g&ne de selection et une origine de replication bact£riens afin de pouvoir 
amplifier le plasmide dans une souche bact6rienne appropri6e. 

- d'un gfene de selection qui permettra une selection ais6e des plantes 
transformantes 

- d'une fusion traductionnelle entre la sequence codante de la GBSSI et une 
sequence polypeptidique d'int6r6t. Deux types de fusions traductionnelles principales 
peuvent etre consid6r6es : dans le premier cas, c'est la sequence tronqufie de 58 kDa 
de la GBSSI qui est fusionnee k la sequence d'interet ; dans le deuxieme cas, c'est la 
sequence complete de la GBSSI qui est employ 6e. 

- la fusion pourra etre plac6e sous le controle d'un promoteur v6g6tal constitutif 
fort, ou encore d'un promoteur v6g6tal inductible, imm6diatement suivi d'un peptide 
de transit adapt6 favorisant la translocation de la proteine de fusion vers le 
chloroplaste. 
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XV) Protocole de dosage de V activity amidon-synth&ase li6e au grain : 
20 ng d'amidon sont ajoutfe a 100 pi du melange r6actionnel suivant : 
Glycylglycine/NaOH pH 9,0 50 mM 

(NH 4 ) 2 S0 4 100 mM 

p-n ercapto&hanol 5 mM 

MgCl 2 5 mM 

S6rum albumine bovine 0,5 mg/ml 

ADP-glucose 0,2 mM 

[U 4 C]ADP-glucose (235 mCi/mmol 2,66 ^g 

Citrate trisodique 0 on 0,5 M (pr6cis6 selon 

le cas) 

La r&iction est men6e & 30°C pendant 15 min. puis arret6e par addition de 3 ml 
d'6thanol a 70%. Le pr6cipit6 obtenu est filtrfi sous vide sur filtre "Whatman Glass 
Fiber" (Whatman, Maidstone, Anglefcerre), rincg par 4 x 5 ml d*6thanol 70%. Le 
comptage radioactif est r6alis6 avec un compteur Beckman aprfes avoir introduit les 
filtres dans des fioles de comptage contenant 3,5 ml de liquide de scintillation. 

V) m6thodes d f extraction et de purification d'amidon sont les suivantes : 

- cas d'une algue verte unicellulaire telle que Chlamydomonas reinhardtii (voir 
la m6thode d6crite ci-dessus) 

- cas de graines, de tubercules ou tout autre organe de plante sup6rieure : 
l'organe ou le type pr61ev6 sur la plante est correctement homog6n6is6 (apres 

broyage). Le broyat ainsi obtenu est rinc6 avec de 1'eau au travers d'un tissu filtrant 
(tel que le Miracloth Calbiochem, La Jolla, CA, USA). Le filtrat est ensuite laiss6 au 
repos pendant deux heures afin de permettre aux grains d'amidon de s6dimenter. Le 
s&liment est rinc6 une premiere fois avec plusieurs volumes d'eau puis une deuxi&me 
fois avec plusieurs volumes d'une solution de NaCl & 0,1M. Le sediment est une 
nouvelle fois filtr6 puis rinc6 deux fois avec de l'6thanol avant d'etre s6ch6. 
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REVENDICAHONS 

lo Sequence nucleotidique recombinante, caract6ris6e en ce qu'elle comprend, 
dans le sens 5'— »3\ une sequence nucleotidique codant pour une adenosine 
diphosphate glucose <x-l, 4-glucane cc-4-glucosyltransferase ou amidon-synthetase EC 
2.4.1.21, ou pour une proteine d6riv6e de cette enzyme, notamment par suppression, 
addition ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, ladite enzyme ou proline 
d6rivee ayant la propri6t6 de migrer vers les sites de biosynthfese des grains d'amidon 
dans les cellules v6g6tales et de s'associer aux grains d'amidon, ladite sequence 
nucleotidique codant pour 1' enzyme ou proteine susmentionn6e etant plac6e en amont 
d'une sequence nucleotidique codant pour un peptide ou polypeptide d'int6ret. 

2o S6quence nucleotidique recombinante selon la revendication 1, caract6ris6e en 
ce que la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, ou pour une 
proteine deriv6e, code pour 1* amidon-synthetase li6e au grain d'amidon ou GBSS 
pr6sente notamment chez les plantes, algues ou micro-algues, et plus particulifcrement 
pour Tisoforme GBSSI, ou pour une proteine d6riv6e de la GBSS telle que definie 
dans la revendication 1 . 

3o Sequence nucleotidique recombinante selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique codant pour une amidon-synthetase, 
ou pour une proteine deriv6e, est choisie parmi : 

- la sequence nucleotidique de TADNc d'environ 2900 k 3100 paires de bases, et 
dont les 1696 paires de bases de l'extremite 3' sont repr6sentes sur la figure 1, ladite 
sequence nucleotidique : 

. codant pour la GBSSI de Chlamydomonas reirihardtii d 1 environ 640 k 680 
acides amin6s, dont Textremite aminoterminale correspond k Tenchainement 
d' acides amines suivant : ALDIVM V A AEV APGGKTGGLGD V , et dont l'extremite 
carboxyterminale correspond k l'enchainement d' acides amines repr6sent6 sur la 
figure 1, 

. et etant obtenue par criblage d'une banque d'ADNc pr6paree a partir de 
cellules de Chlamydomonas reinhardtii, k l'aide d'un antiserum obtenu par 
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immunisation de lapins avec de l'amidon extrait des cellules susmentionn6es de 
Chlamydomonas reinhardtii* 

- ou un fragment nucleotidique de 1'ADNc susmentionne, codant pour un 
fragment peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ledit fragment 
peptidique comprenant Tint6gralit6 de la partie aminoterminale de ladite GBSSI, et 
etant d61imit6 k son extr6mit6 carboxyterminale par l'acide amine situ6 en Tune des 
positions 25 k 238, ou en l'une des positions 118 k 238, de la sequence en acides 
amines representee sur la figure 1 , 

- ou une sequence nucleotidique d6riv6e par deg6n6rescence du code g6n6tique 
de la sequence nucleotidique de 1'ADNc susmentionne, ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionne de cette derniere, et codant pour la GBSSI de 
Chlamydomonas reinhardtii susmentionn£e, ou pour un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, 

- ou une sequence nucleotidique d6rivee d'une sequence ou d'un fragment 
nucleotidique susmentionn6s, notamment par substitution, suppression ou addition 
d'un ou plusieurs nucleotides, et codant une sequence peptidique deriv6e de la GBSSI 
de Chlamydomonas reinhardtii susmentionn6e, ou deriv6e d'un fragment peptidique 
susmentionne de cette derniere, et ayant la propri6t6 de s'associer aux grains 
d'amidon, ladite sequence nucleotidique deriv6e ayant de preference une homologie 
d'au moins environ 50%, avec la sequence ou fragment nucleotidique susmentionn6s, 

- ou une sequence nucleotidique susceptible d'hybrider avec une des sequences 
ou fragments nucl6otidiques susmentionnes. 

4. Sequence nucleotidique recombinante selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que la sequence nucleotidique codant pour un peptide ou 
polypeptide d'int6r£t est choisie parmi : 

- celles codant des peptides biologiquement actifs, notamment des peptides 
d'int6ret th6rapeutique ou utilisables dans le domaine agroalimentaire, ou 

- celles codant des enzymes susceptibles de transformer l'amidon, telles que les 
enzymes interagissant avec les a-glucanes dont les hydrolases diverses, les 
phosphorylases, les a- 1,4 glucanotransferases, les enzymes de branchement, les 



amylases, et notamment les hydrolases thermostables issues de bact6ries extr6mophiles 
telles que les archaebactfiries actives a des temperatures sup6rieures k 40 °C. 

So S6quence nucl6otidique recombinante selon Tune des revendications 1 a 4, 
caract6ris6e en ce qu'elle comprend une sequence nuclSotidique codant un site de 
clivage, ladite sequence nucieotidique 6tant plac6e entre la sequence nucieotidique 
codant pour une amidon-synth6tase, ou une prot6ine d6riv6e de cette dernifcre, et la 
sequence nucieotidique codant le polypeptide d*int6ret. 

6. Cellules v6g£tales transg6niques, choisies parmi les cellules de plantes, 
d'algues ou de micro-algues, capables de fabriquer de 1'amidon, lesdites cellules 
comprenant une sequence nucieotidique recombinante selon Tune des revendications 1 
k 5 int6grde dans son genome ou maintenue de mani&re stable dans son cytoplasme. 

7o Plantes, algues ou micro-algues transgeniques, ou parties, notamment fleurs, 
fruits, feuilles, tiges, racines, ou fragments de ces plantes, algues ou micro-algues, 
comprenant une sequence nucieotidique recombinante selon Tune des revendications 1 
k 5 int6gr6e dans le g6nome ou maintenue de manifere stable dans le cytoplasme des 
cellules les composant. 

8c Polypeptide de fusion caract6ris6 en ce qu*il comprend : 

- en position N-terminale une amidon-synthfitase, ou une prot6ine d6riv6e de 
cette enzyme, notamment par suppression, addition ou substitution d'un ou plusieurs 
acides amines, ladite amidon-synthfitase ou proteine d6riv6e ayant la propri6t6 de 
migrer vers les sites de biosynthfcse des grains d'amidon dans les cellules v6g6tales et 
de s'associer aux grains d'amidon, 

- et, en position C-terminale, un peptide ou polypeptide d ! int6ret, 

la partie C-terminale de la sequence en acides amin6s de I'amidon-synthetase, ou de la 
proteine deriv6e, 6tant ainsi lite k la partie N-terminale de la sequence peptidique 
d'int6ret, ledit polypeptide de fusion etant code par une sequence nucl6otidique 
recombinante selon Tune des revendications 1 & 5. 
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9. Polypeptide de fusion selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que 
l'amidon-synth6tase est choisie panni : 

- la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii d' environ 640 a 680 acides amines, 
dont I'extr6mit6 aminotenninale correspond k Tenchainement d 1 acides amin6s suivant: 
ALDIVMV AAEV APGGKTGGLGD V , et I'extr6mit6 carboxyterminale correspond a 
l'enchainement d'acides amines represents sur la figure 1, ladite GBSSI 6tant cod6e 
par la sequence nucl6otidique obtenue par criblage d'une banque d'ADNc pr6par6e k 
partir de cellules de Chlamydomonas reinhardtii, k l'aide d'un antiserum obtenu par 
immunisation de lapins avec de l'amidon extrait des cellules susmentionn6es de 
Chlamydomonas reinhardtii, 

-ouun fragment peptidique de la GBSSI de Chlamydomonas reinhardtii, ledit 
fragment peptidique comprenant 1' integrality de la partie aminoterminale de ladite 
GBSSI, et 6tant delimit^ k son extr6mit6 carboxyterminale par l'acide amine sitae en 
Tune des positions 25 k 238, ou en Tune des positions 118 a 238, de la sequence en 
acides amines representee sur la figure 1, 

- ou une sequence peptidique d6riv6e d'une sequence ou d'un fragment 
peptidique susmentionn6s, notamment par substitution, suppression ou addition d'un 
ou plusieurs acides amin6s, et ayant la propri6t6 de s'associer aux grains d'amidon, 
ladite sequence peptidique d6riv6e ayant de preference une homologie d'au moins 
environ 60%, avec la sequence ou fragment peptidique susmentionn6s. 

10. Polypeptide de fusion selon la revendication 8 ou 9, caract6rise en ce qu'il 
comprend xm site de clivage place entre d'une part Tamidon-synthetase, ou une 
prot6ine d6riv6e de cette dernifere, et, d'autre part, le polypeptide d'interet. 

11. Grains d'amidon caract6ris6s en ce qu'ils comprennent un ou plusieurs 
polypeptides de fusion d6finis dans Tune des revendications 8 a 10. 

12. Composition pharmaceutique caract6ris6e en ce qu'elle comprend des grains 
d'amidon selon la revendication 11, le cas 6ch6ant en association avec un v6hicule 
physiologiquement acceptable, lesdits grains contenant un ou plusieurs polypeptides de 



fusion tels que d€finis dans Tune des revendications 8 a 10, le peptide d'int6ret dans 
lesdits polypeptides de fusion pos$6dant un effet th6rapeutique d6termin6. 

13* Composition pharmaceutique selon la revendication 12, caracteris6e en ce 
qu'elle se pr6sente sous une forme administrable par voie parent6rale, notamment par 
voie intra veineuse, ou sons une forme administrable par voie orale, le diamdtre des 
grains d'amidon 6tant compris entre environ 0,1 fim et quelques dizaines de /an, et la 
proportion en poids des polypeptides de fusion dans ces grains 6tant comprise entre 
environ 0,1 % et 1 %. 

14. Composition pharmaceutique caract6ris6e en ce qu'elle comprend un ou 
plusieurs polypeptides de fusion tels que d6finis dans Tune des revendications 8 k 10, 
le cas 6ch6ant en association avec un v6hicule physiologiquement acceptable, le 
peptide d'int6r6t dans lesdits polypeptides de fusion poss6dant un effet th6rapeutique 
d6tennin6. 

15. Composition alimentaife caract6ris6e en ce qu'elle comprend des grains 
d'amidon selon la revendication 11, lesdits grains contenant un ou plusieurs 
polypeptides de fusion tels que d6finis dans Tune des revendications 8 k 10, le peptide 
d'int6r6t dans lesdits polypeptides de fusion 6tant utilisable dans le domaine 
agroalimentaire . 

16o Proc6d6 de preparation de grains d'amidon selon la revendication 11, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

- transformation de cellules v6g6tales, a Taide d'un h6te cellulaire, tel que 
Agrobacterium tumefaciens, transform^ par un vecteur recombinant, notamment du 
type plasmide, cosmide ou phage, contenant une sequence nucl6otidique recombinante 
selon Tune des revendications 1 k 5, 

- obtention de plantes, algues ou micro-algues transferases de manifere k ce que 
leur g6nome contienne une ou plusieurs sequences nucl6otidiques selon Tune des 
revendications 1 & 5, par culture in vitro des cellules hotes transferases 
susmentionn6es, 
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- Ie cas 6ch6ant, fecondation et recuperation des semences des plantes obtenues a 
l'etape pr6c6dente, et mise en culture de ces semences pour l'obtention de plantes de 
generation suivante, 

- extraction des grains d'amidon k partir des plantes, algues ou micro-algues, ou 
de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, ou de fragments de ces 
plantes, algues ou micro-algues transform6es susmentionnees, notamment par 
sedimentation. 

17. Proced6 de preparation de polypeptides de fusion selon Tune des 
revendications 8 a 10, caract6rise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre du proc6de 
selon la revendication 16, ledit procede comprenant une 6tape supplementaire de 
recuperation, et le cas 6cheant de purification, des polypeptides de fusion k partir des 
grains d'amidon. 

18. Proced6 de preparation d'un peptide d'inter£t caracteris6 en ce qu'il 
comprend la mise en oeuvre du proc6de selon la revendication 16 ou la revendication 
17, ledit procede 6tant effectu6 par transformation des cellules h6tes avec des 
sequences nucl6otidiques selon la revendication 5, et comprend une 6tape 
supplementaire de clivage du polypeptide de fusion obtenu, k l'aide d'un r6actif 
approprie, puis, le cas 6ch6ant, une 6tape de purification du polypeptide d'int6r£t. 

19. Proc6d6 de biotransformation de grains d'amidon caracterise en ce qu ! il 
comprend les etapes suivantes : 

- transformation de cellules v6g6tales, a l'aide d'un hote cellulaire, tel que 
Agrobacterium tumefaciens, transform^ par un vecteur recombinant, notamment du 
type plasmide, cosmide ou phage, contenant une sequence nucieotidique recombinante 
selon la revendication 4, codant des enzymes susceptibles de transformer l'amidon, 

- obtention de plantes, algues ou micro-algues transform6es de maniere k ce que 
leur genome contienne une ou plusieurs sequences nucieotidiques susmentionnees, par 
culture in vitro des cellules hdtes transferases susmentionnees, 
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- le cas 6ch6ant, ffccondation et r6cup£ration des semences des plantes obtenues & 
l'6tape pr6c6dente, et mise en culture de ces semences pour l'obtention de plantes de 
g6n6ration suivante, 

- extraction des grains d'amidon a partir des plantes, algues ou micro-algues, ou 
de parties, notamment fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines, ou de fragments de ces 
plantes, algues ou micro-algues transform^es susmentionn6es, notamment par 
sedimentation, 

- le cas 6cheant, chauffage desdits grains d'amidon a une temperature a laquelle 
le peptide d'interet du polypeptide de fusion est susceptible d'etre actif. 
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